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ADENOVIRUS RECOMBINAOTS ET LEUR UnLISATION EN THERAPIE GENIQUE 
POUR LE TRAITEMENT DES PATHOLOGIES 03ULAIRES 

La presenie invention conceme de nouveaux virus recombinants, leur 
preparation et leur utilisation en therapie genique, pour le transfert et Texpression de 
5 genes au niveau de I'oeil. EUe conceme egalement des compositions pharmaceutiques 
comprenant lesdits virus recombinants. Plus particuiierement, la presente invention 
conceme des virus recombinants defectifs et leur utilisation pour le traitement de 
pathologies oculaires. 

Le traitement des pathologies oculaires, et notamment des maladies 
10 hereditaires constitue un probleme non resolu actuellement. Parmi ces pathologies, on 
peut citer par exemple les retinites pigmentaires, qui resultent d*alterations genetiques, 
et pour lesquelles aucun traitement n'est actuellement disponible. Par aiUeurs, les 
pathologies non hereditaires telles que les atteintes post-inflanimatoires 
(degenerescence retinienne, etc) ne disposent pas non plus aujourdliui de traitement 
15 adapte. En particulier, si Ton tente d'agir preventivement, notamment au moyen de 
corticoYdes, on ne dispose actuellement rfaucun moyen satisfaisant pour traiter ces 
atteintes. 

II est done important de pouvoir disposer rfoutils permettant un traitement 
specifique. efficace et localise des pathologies oculaires. La presente invention apporte 
20 une solution avantageuse a ce probleme, en "demontrant la possibilite de traiter les 
pathologies oculaires par la therapie genique. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anormalite 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'tme information genetique 
dans la cellule ou Torgane affecte. Cette information genetique peut etre introduite soit 

25 in vitro dans une cellule extraite de Torgane, la cellule modifiee etant alors reintroduite 
dans Torganisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. Dans ce second cas, 
differentes techniques existent, parmi lesquelles des techniques diverses de transfection 
impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al., J.Virol. 1 
(1967) 891), d'ADN et de proteines nucleaires (Kaneda et al.. Science 243 (1989) 

30 375). d'ADN et de lipides (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), I'emploi de 
.liposomes (Fraley et al., J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431), etc. Plus recemment, 
I'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de genes est apparu comme une 
alternative prometteuse a ces techniques physiques de transfection. A cet egard, 
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differents virus ont ete testes pour leur capacite a infecter certaines populations 
cellulaires. En particuiier. les retrovirus (RSV. HMS. MMS, etc), le vims HSV, les 
virus adeno-associes, et les adenovirus. 

Toutefois, jusqu'a present, aucun de ces vecteurs n'a ete utilise ni decrit 
5 comme utilisable pour le transfert de genes au niveau de I'oeil. U presente invention 
constitue la premiere demonstratiw qu'U est possible de trailer les pathologies 
ocul aires par la therapie genique. 

Un premier objet de I'invention reside dans I'utilisation d'un virus recombinant 
defectif contenant un gene insere pour la preparation d'une composition 
1 0 pharmaceutique destinee au traitement des pathologies oculaires. 

Plus particulierement. on utilise selon la presente invention des virus 
recombinants defectifs derives de virus capables d'infecter et d'exprimer un gene insere 
dans les cellules de I'oeil, sans entrainer des ph6nomehes cytopathologiques ou d'effets 
pathogenes. Des virus susceptibles d'etre utilises dans i'invention sont par exemple les 

1 5 adenovirus, les virus adeno-associes ou encore le virus HSV. 

La presente invention repose plus particulierement sur la mise en evidence 
que-les virus de type adenovirus sont capables de transferer et d'exprimer des genes 
desires au niveau de I'oeil. Les exemples presentes plus loin montrent que les 
adenovirus sont capables. selon le mode d'administration. de transferer efficacement, 

20 pour une duree importante et sans effet cytopathologique, des genes dans 
I'endothelium comeen. dans les cellules photoreceptrices. dans les cellules du nerf 
opiique, dans les cellules bipolaires, etc. Par ailleurs. compte tenu de I'acces 
relativemant aise aux differents compartiments de I'oeil par la microchirurgie 
{microinjection), ainsi que de I'existence de barrieres naturelles dans cet organe 

25 (membrane de Descemet. membrane de Bruch, cristallin, etc) la presente invention 
permet avantageusement d'effectuer un transfert de genes tres cible, en fonction de la 
pathologie a trailer. Les resultats presentes montrent ^galement que I'expression d'un 
gene desire est stable sur une longue periode (aucune perte d'activiie a 50 jours). 

Dans un mode de realisation prefere, I'invention reside dans I'utilisation d'un 
30 adenovirus recombinant defectif contenant un gene insere pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement des pathologies oculaires. 

Le terme "virus ou adenovirus defectif" designe un virus incapable de se 
repliquer de facon autonome dans la cellule cible. Generalement, le genome des virus 
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defectifs utilises dans le cadre de la presente invention est done depourvu au moins des 
sequences necessaires a la replication dudit virus dans la cellule infectee. Ces regions 
peuvent etre soit eliminees (en tout ou en partie). soit rendues non-fonctionnelles, soit 
substituees par d'autres sequences et notamment par ie gene insere. Preferentiellement, 

5 le virus defectif conserve neanmoins les sequences de son genome qui sont necessaires 
a I'encapsidation des particules virales. 

S'agissant plus particulierement des adenovirus, il en existe differents 
serotypes, dont la structure et les proprietes varient quelque peu. Neanmoins. ces virus 
ne sont pas pathogenes pour I'homme. et notamment les sujets non immuno-deprimes. 

10 Parmi ces serotypes, on prefere utiUser dans le cadre de la presente invention les 
adenovirus de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). Dans le cas des adenovirus Ad 5, les 
sequences necessaires a la replication sont les regions El A et ElB. 

Des virus recombinants defectifs derives de retrovirus, de virus adeno- 
associes ou du virus HSV (herpes simplex virus) ont deja ete decrits dans la litterature 

15 [Roemer et Friedmann, Eur.' J. Biochem. 208 (1992) 211 ; Dobson et al.. Neuron 5 
(1990) 353 ; Chiocca et al.. New Biol. 2 (1990) 739 ; Miyanohara et al.. New Biol. 4 
(1992) 238; WO91/18088]. 

Au sens de la presente invention, le terme "gene insere". designe toute - 
sequence d'ADN introduite dans le virus recombinant, dont I'expression dans la cellule 

20 cible est recherchee. 

II peut s'agir en paniculier dun (ou plusieurs) gene(s) de structure codant 
pour une (des) proteine(s) ou pour une partie d'une (de) proteine(s). La proteine ou ■ 
partie de proteine ainsi codee peut etre une proteine homologue vis-a-vis de la cellule 
cible (c'est-a-dire une proteine qui est normalement exprimee dans la cellule cible 

25 lorsque celle-ci ne presente aucune pathologie). ou une proteine heterologue vis-a-vis 
de ladite cellule. Dans le premier cas, I'expression de la proteine permet par exemple 
de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou I'expression d'une proteine 
inactive ou.faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer 
ladite proteine. Dans le second cas. la proteine exprimee peut par exemple completer 

30 ou apponer une activite deficiente dans la cellule lui permettant de lutter contre une 
pathologie. 

Parmi les genes inseres au sens de la presente invention, on peut citer plus 

paniculierement : 

T les genes impliques dans des pathologies genetiques oculaires. 
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- les genes codant pour des facteurs de croissance, des cytokines ou des 
neurotrophines : Le role protecteur ou curatif du produit d'expression de ces genes 
dans differentes pathologies oculaires a ete demontre. et notamment sur la 
deterioration des cellules photoreceptrices sous Teffet de la lumiere (Lavail et al., 

5 PNAS89 (1992) 11249). 

- les genes de facteurs de regulation {facteurs de transcription, facteurs de 

traduction), 

- les genes codant pour des enzymes. 

- les genes codant pour des proteines ayant des proprietes anticancereuses, 
10 telles que les interferons, les facteurs de necrose des tumeurs, etc, ou encore. 

- les genes codant pour des antigenes permettant ime vaccination (une 
protection) locale centre une infection de Toeil. 

A litre d'exemples specifiques, mais non limitatifs, on peut citer : 
. le gene de romithine aminotransferase implique dans I'atrophie gyree (Akaki 
15 et al.. J. Biol. Chem, 267(18) (1992) 12950). 

. le gene de la rhodopsine, implique dans une forme de retinite pigmentaire 
(Dryja et al.. Nature 343 (1990) 364), 

le gene de la peripherine RDS, implique dans une forme de retinite 
pigmentaire (Farrar et al.. Nature 354 (1991) 478), 
20 . le gene de la tyrosinase, implique dans Talbinisme oculocutanee type Bl 

(Giebel et al.. Am. J. Hum. G^net. 48_a991) 1159). 

. le gene mitochondrial NDI. implique dans la maladie de Leber (Howell et 
al.. Am, J. Hum. Genet. 48 (1991) 935), 

. le gene de la sous-unite [3 de la cGMP phosphodiesterase, qui permet de 
25 ralentir la degenerescence retinienne (Lem et al.. PNAS 89 (1992) 4422), 

. le gene de la rab geranylgeranyl transferase, dont la deficience semble liee a 
une degenerescence retinienne lors de choroi'dermies (Seabra et al.. Science 259 
(1993) 377), 

. le gene du facteur de croissance des fibroblastes basique (bFGF), capable de 
30 retarder la degenerescence des cellules photoreceptrices observee dans certaines 
dystrophies retiniennes hereditaires (Faktorovich et al., Nature 347 (1990) 83). 

. le gene de rinterleukine-8. qui permet d'induire une neovascularisation dans 
la comee (Strieter et al,. Am. J. Pathol. 141(6) (1992) 1279). 
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Le ternie "gene insere" designe egalement des sequences antisens, dont 
I'expression dans la cellule cible permet de controler I'expression de genes ou la 
transcription d'ARNm cellulaires. De teUes sequences peuvent par exemple etre 
transcriies. dans la cellule cible. en ARN complementaires d'ARNm ceUulaires et 
5 bloquer ainsi leur traduction en proteine. 

Generalement, le gene insere comprend egalement des sequences permettant 
son expression dans la cellule infectee. II peut s'agir des sequences qui sent 
naturellement responsables de I'expression dudit gene lorsque ces sequences sont 
susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement s'agir de 

10 sequences d'origine differente (responsables de I'expression d'autres proteines, ou 
.meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences issues du genome de la 
cellule que Ton desire infecter, ou du genome du virus utilise. S'agissant d'adenovirus, 
on peut citer par exemple les promoteurs des genes ElA, MLP, etc. En outre, ces 
sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation, 

15 de regulation, etc. Par ailleurs, lorsque le gene insere ne comporte pas de sequences 
d'expression. U peut etre insere dans le genome du virus defectif en aval d'une teUe 
sequence. 

Dans ce qui suit sont decrites plus en detail la construction et I'utilisation 
d'adenovirus recombinants defectifs. II est entendu neanmoins que cette description 
20 peut etre appliquee par I'homme du metier aux autres virus suceptibles d'etre utilises 
dans le cadre de la presente invention, ainsi qu'indiques plus haut. 

Les adenovirus recombinants defectifs peuvent etre prepares par 
recombinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portant entre autre le 
gene que. Ton desire inserer. La recombinaison homologue se produit apres co- 

25 transfectiori desdits adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La 
lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre transformable par lesdits elements, 
et (ii), com porter les sequences capables de complementer la partie du genome de 
I'adenovirus defectif. de preference sous forme integree pour eviter les risques de 
recombinaison. A titre d'exemple de lignee. on peut mentionner la lignee de rein 

30 embryonnaire humain 293 (Graham et al.. J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui contient 
notamment. integree dans son genome, la partie gauche du genome d'un adenovirus 
Ad5 (12 %). 
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Ensuite, les vecteurs qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon les 
techniques classiques de biologie moleculaire. 

La presenie invention conceme egalement une composition pharmaceutique 
comprenant une quantite suffisante de virus recombinant defectif tel que decrit 
5 precedemment. sous une forme adaptee a un usage oculaire. 

En paaiculier, le virus recombinant defectif peut etre sous forme de solution 
injectable, de collyre, de pommade ophtalmique, etc. Les vehicuJes pharmaceuti- 
quement acceptables pour de telles formulations adaptees a un usage oculaire sont 
notamment des solutions salines (phosphate monosodique, disodique, clrorure de 
10 sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), la 
vaseline, i'huile de vaseline, etc. 

Dans le cas de col lyres ou de pommades ophtalmiques, il est entendu que les 
applications therapeutiques peuvent etre plus limitees en raison d'une diffusion plus 
faible du virus recombinant defectif. 

15 Dans leur utilisation pour le traitement des pathologies oculaires. les virus 

. recombinants defectifs selon Tinvention peuvent etre administres selon differents 
.modes, et notamment par injection sousretinale, eventuellement precedee d'une 
viirectomie, ou par injection intravitreuse, simples ou multiples (voir figure 1). 
L'injection sous-retinale peut etre realisee selectivement dans differents compartiments 

20 de I'oeil, et notamment. Vinjection peut etre realisee au niveau du vitre, de la chambre 
anterieure ou de I'espace retrobulbaire. Les resultats presentes dans la presente 
demande montrent que ces differents modes ^injection permettent rfinfecter de 
maniere ciblee les differents tissus de I'oeil, et notamment, Tendothelium comeen, les 
cellules photoreceptrices, les cellules bipolaires, les cellules ganglionaires ou encore les 

25 cellules des muscles oculomoteurs. 

Les doses de virus utilisees pour l'injection peuvent etre adaptees en fonction 
de differents parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, 
de la pathologie concemee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. D une maniere generale, les adenovirus recombinants selon I'invention sont 
30 formules et administres sous forme de doses comprises entre 10"* et 10^"^ pfu/ml, et de 
preference 10^ a 10^^ pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infectieux d*une solution de virus, et est determine par infection d'une culture 
cellulaire appropriee. et mesure, generalement apres 48 heures, du nombre de plages 
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de cellules infectees. Les techniques de determination du tiire pfu d'une solution virale 
sont bien documentees dans la litterature. 

Compte tenu de la stabilite d'expression du gene insere dans la cellule cible, la 
presente invention devrait permettre de traiter la majorite des pathologies oculaires 
5 avec peu d'injections. 

La presente invention offre ainsi un moyen tres efficace pour le traitement des 
pathologies oculaires, et notamment celles dont les mecanismes ont ete elucides au 
niveau moleculaire. En particulier, I'implication de genes a ete demontree dans 
I'atrophie gyree, dans la maladie de Norrie (Hum. Mol. Genet. 1(7) (1992) 461). dans 

10 la degenerescence retinienne (Bowes et al.. PNAS 86 (1989) 9722). dans la maladie de 
Leber, d^ns les choroidermies (Cremers et al,. Nature 347 (1990) 674), dans la 
degenerescence des cellules photoreceptrices, dans les retinites pigmentaires, dans 
I'albinisme. dans le syndrome Keams-Sayre (Shoffnei- et al., PNAS 86 (1989) 7952), 
etc^La presente invention est egalement pour le traitement des alterations de la comee 

15 acqui-ses resultant de maladies inflammatoires. des atteintes retiniennes post- 
inflammatoires, etc. 

La presente invention rend egalement possible la therapie par les proteines ou 
peptides, dont I'utilisation par les voies classiques d' administration est tres 
hypoth^tique en raison de leur forte sensibilite aux mecanismes de degradation et 
20 d'61imination de I'organisme, et des problemes lies a la penetration dans les cellules. 
L'emploi de virus selon I'invention permet d'exprimer directement a Tinterieur de la 
population de cellules ciblees le polypeptide ou la proteine desiree. qui n'est done plus 
accessible aux mecanismes mentionnes ci-avant. 

L'ensemble des resultats presentes dans la presente demande demontre plus 
25 particulieremeni que les adenovirus recombinants, defectifs pour la replication, 
• constituent des vecteurs particulierement interessants pour le transfert de genes in vivo 
dans les cellules oculaires. Les experiences realisees montrent la possibilite d'une 
expression stable a long-terme de genes dans ces cellules. En particulier, une 
expression stable est obsen'ee 50 jours apres I'injection. De plus, le spectre 
30 d'expression large dans les differentes cellules oculaires constitue egalement un resultat 
particulierement interessant dans la mesure oii pratiquement toutes les maladies de la 
retijie (notamment la retinitis pigmentosa) affecteni une grande surface de la retine. 
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En outre, ce traitement peut concemer aussi bien rhomme que tout animal tel 
que les ovins, les bovins, les animaux domestiques (chiens, chats, etc), les chevaux, les 
poissons, etc. 

La presente invention est plus completement decrite a I'aide des examples qui 
suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Le gende des figures 

Figure 1 : Representation schematique de Toeil. C = comee; AC = Chambre anterieure; 
L = cristallin; V = vitre; I = iris; ON = nerf optique; R = espace retrobulbaire. 

Construction H'un adenovirus reco mbinant defectif (AdtRSVBGaD ; 

La procedure generale permettant la preparation des adenovirus recombinants 
a ete decrite dans la partie generale de la description. 

L'adenovirus Ad.RSVfSGal est un adenovirus recombinant defectif (delete des 
regions El et E3 ) obtenu par recombinaison homologue in vivo entre Tadenovirus 
mutant Ad-dl324 (Thimmappaya et ah. Cell 31 (1982) 543) et le plasmide 
pAd.RSVpGal (Akli et al. 1993). 

Le plasmide pAd.RSV(3Gal contient, dans I'orientation 5'->3\ 

- le fragment PvuII correspondant a Textremite gauche de Tadenovirus Ad5 
comprenant : la sequence ITR. Torigine de replication^ les signaux d'encapsidation et 

Vamplificateur ElA; 

- le gene codant pour la p-galactosidase sous le controle du promoteur RSV 

(du virus du sarcomede Rous), 

- un second fragment du genome de Tadenovirus Ad5, qui permet la 
recombinaison homologue entre le plasmide pAd.RSVpGal et Tadenovirus dl324. 

Apres linearisation par I'enzyme Clal, le plasmide pAd.RSV(3Gal et 
radenovirus dl324 sont co-transfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de 
calcium pour permettre la recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants 
ainsi generes sont selectionnes par purification sur plaque. Apres isolement, I'ADN de 
radenovirus recombinant est amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui conduit a un 
sumageant de culture contenant I'adenovirus defeaif recombinant non purifie ayant un 
titre d^environ 10^ ^ pfu/ml. 
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Les particules virales sont generalement purifiees par centrifugation sur 
gradient de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham 
et al.. Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Ad.RSVpGal est conserve a -80°C dans 
20 % de glycerol. Avant injection, la suspension d'adenovirus est diluee au tiers dans 
5 un tampon phosphate PBS, 

Injection in vivo 

- Protocol e 

Des souris C57Bi/6 de 3 a 7 semaines ont ete anesthesiees avec de I'avertine. 
Dans chaque oeil a ensuite ete injecte 10'^ a 10^ pfu d'adenovirus recombinant 

10 Ad,RSVf3Gai, soit au niveau de la chambre anterieure, soit au niveau du vitre, soit au 
niveau de I'espace retrobulbaire (voir figure 1). Les animaux ont ete sacrifies 7 a 50 
jours apres I'injection par dislocation cervicale.et les yeux ont ete recuperes et fixes 
dans I'azote liquide. Des sections sagitales et coronales (10-15 \xm) sont realisees sur - 
cryostai, puis colorees en presence de X-gal pour reveler Tactivite (3-galactosidase qui • 

15 peut etre visualisee par Tapparition d'une coloration bleue dans le noyau des cellules 
infectees, et contre-colorees avec de I'hemotoxyline et de Teosine. 

- Injection au niveau de la chambre anterieure 

- Apres" injection de 10^ pfu d'adenovirus Ad.RSV{3Gal au niveau de Tespace 
de la chambre anterieure, seules les cellules de la couche endothelial expriment 
20 Tactivite (3-galactosidase. En revanche, les cellules epitheliales ou du stroma ne 
presentent aucune coloration a la suite dune telle injection. De plus, les cellules 
marquees (infectees) sont distribuees regulierement dans la couche endotheliale, quel 
que soit le temps dadministration. Ce resultat montre que la presente invention permet 
de transferer et d'exprimer un gene dans les cellules endotheliales de Toeil. 

25 - Injections intravitreuses 

Des injections intravitreuses ont egalement ete realisees. dans le but tfinfecter 
differents types de cellules de la retine. Contrairement a la distribution uniforme dans 
les cellules endotheliales apres injection au niveau de Tespace chambre anterieure, la 
distribution des cellules positives (infectees) apres injection intravitreuse est limitee a 
30 rhemiretine correspondant au point rfinjeaion. La taiUe importante du cristallin et les 
caracteristiques de viscosite de I'humeur viiree pourraient expliquer cette expression 
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confinee. Cependant. lorsque des injections temporales et nasales sont effectuees 
simultanement, les cellules des 2 hemiretines sont infectees. Ces resultats montrent 
done qu"i! est possible de transferer et d'exprimer un gene au niveau de la retine. lis 
montrent egalement que. selon la pathologie a traiter, et notamment selon sa 
distribution sur la retine. il est possible de cibler le transfert sur une hemiretine 
seulement. 

Trois couches nucleaires. correspondant aux ceUules ganglionaires, bipoiaires 
et photoreceptrices presentent egalement une coloration intense a trois semaines (age a 
partir duquel le developpement de la retine est termine). ainsi que chez les souris 
adulte. Malgre la presence du signal permettant la localisation nucleaire de la proteine 
LacZ. le marquage (et done infection) de certaines cellules au niveau du site 
d'injection est si intense que la coloration diffuse dans le cytoplasme. Pour cette raison. 
le couche de fibre nerveuse correspondant aux axones des noyaux marques (qui 
convergent pour former le nerf optique) est marquee de maniere homogene. 

Une analyse fine des differentes couches de cellules retiniennes ne fait 
apparaitre aucune diminution significative de leur epaisseur. De plus, la tete du nerf 
optique n'est pas alteree, meme a des doses elevees d'adenovirus (10'^ pfu). 

- Injection nn niveau d e I'espace retrnhulbaire 

Pour evaluer la possibilite d'une diffusion du virus a travers la sclera, des 
.souris ont ete injectees au niveau de I'espace retrobulbaire. Contrairement a la 
coloration retinienne. environ 100 % des fibres des 4 muscles oculomoteurs ont ete 
infectees et expriment I'activite (3-galactosidase. 

L'ensemble de ces resultats demoritre clairement que les adenovirus 
recombinants, defectifs pour la replication, constituent des vecteurs particulierement 
interessanis pour le transfert de genes in vivo dans les cellules oculaires. 



wo 94/20146 
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PCT/ER54/00220 



REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un adenovirus recombinant defectif contenant un gene insere 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement des 
pathologies oculaires. 

5 2. Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que Tadenovirus 

recombinant defectif est depourvu des regions de son genome qui sont necessaires a 
sa replication dans la cellule infectee. 

3. Utilisation selon les revendications 1 ou 2 caracterisee en ce que 
Tadenovirus recombinant defectif est un adenovirus de type Ad 2. 

10 4, Utilisation selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce que 

Tadenovirus recombinant defectif est un adenovirus de type Ad 5. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 4 caracterisee en ce que le 
gene insere comprehd des sequences permettant son expression dans la cellule 
infectee. 

15 6. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 5 caracterisee en ce que le 

gene insere code pour une proteine ou un fragment de proteine. 

7. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 5 caracterisee en ce que le 
gene insere est une sequence antisens. 

8. Utilisation selon la revendication 1 pour la preparation d'une composition 
20 pharmaceutique destinee au traitement des pathologies hereditaires telles que les 

retinites pigmentaires. 

9. Composition pharmaceutique comprenant ujie quantite suffisante 
d'adeno virus recombinant defectif selon la revendication 1. sous une forme adaptee a 
un usage oculaire. 

25 10. Composition pharmaceutique selon la revendication 9 caracterisee en ce 

qu'elle comprend une quantite suffisante d'adenovirus recombinant defectif dans une 
forme injectable adaptee a un usage oculaire. 
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11. Composition pharmaceutique selon la revendication 9 caracterisee en ce 
qu'elle comprend me quantite suffisante d'adenovirus recombinant defectif sous une 
forme de coUyre ou de pommade ophtalmique adaptes a iin usage oculaire, 

12. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications 9 a 11 
caracterisee en ce que Tadenovirus recombinant defectif est im adenovirus 
recombinant defectif de type Ad2 ou Ad5. 

13. Composition pharmaceutique selon la revendication 12 caracterisee en ce 
qu'elle comprend entre 10"* et 10^"^ pfu/ml, et de preference 10^ a 10^° pfu/ml 
d'adenovirus recombinant defectif. 
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